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@ Precede Immunometrique pour le dosage de partlcules de llpoproteine, antlcorps monoclonaux antl-Lp(a) et application 
au diagnostic de I'atherosclerose. . 

@ Precede immunometrique pour te dosage de partlcules de 
llpoproteine comprenant de Papollpoprotelne B (apoB) et au 
molns une autre apolipoprotelne, antlcorps monoclonaux 
antlllpoprotelne (a) (antl-Lp(a)), et application de ce procede au 
diagnostic de I'atherosclerose. 

Cette methode de dosage comprend la mlse en presence 
d'un flulde blologique contenant eventuellement lesdites partl- 
cules de llpoproteine avec deux antlcorps differents, a savolr 
d'un premier antlcorps cholsl dans le groups qui comprend les 
antlcorps dlriges contre une autre apolipoprotelne que I'apoB 
complete et les antlcorps dlriges contre un fragment ou un 
epitope definl de I'apoB, qui capture la partlcule de llpoproteine 
a doser et d'un deuxleme antlcorps antl-apoB complete 
marqu6 de manlere appropriee, la presence des partlcules de 
llpoproteine etant revelee par une technique appropriee, 
notamment ElA, RIA. reaction d'agglutination, fluorim6trle. 
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Description 

PROCEDE IMMUNOMETRIQUE POUR LE DOSAGE DE PARTICULES DE LIPOPROTEINS ANTICORPS 
MONOCLONAUX ANTI-Lp(a) ET APPLICATION AU DIAGNOSTIC DE L'ATHERO SCLEROSE 

La pr6sente invention est relative k un proc6d6 lmmunom6trtque pour le dosage de particules de 
5 lipoprot6Ine comprenant de Tapollpoprotefne B (apoB) et au moins une autre apollpoproteine, k des anticorps 
monoclonaux antilipoprottfne (a) (antl-Lp(a)) et k Implication de ce proc6d6 au diagnostic de 
I'atheroscl&rose. 

Les maladies cardlo-vasculalres Isch6mlques constituent la premiere cause de mortalite dans les pays 
industrialists. L'ath6roscl§rose en est la principaie affection. C'est une maiadie g6n6rale et multifactorieile qui 
10 est accompagn&e de deux complications graves, I'infarctus du myocarde et I'atteinte des arteres c6r6brales. 

De nombreuses §tudes 6pld6miologlques et g6n6tiques ont montr6 le rdle important des tipldes 
transport's par les HpoprotSlnes dans la pathogendse de cette grave affection. En effet, il est aujourd'hul 
parfaitement d6montre que les dyslipoprot6ln6mles constituent le facteur de risque majeur. 

La recherche de marqueurs de risque biologiques de l'ath6roscl§rose a fait I'objet d'importants travaux. 
15 Ainsi de nombreuses methodes immunochimlques adapt6es au dosage des apolipoprotSlnes, ont permis 
d'attribuer k certalnes d'entre elles (apoA-l et B principalement), un pouvolr discriminant plus important que 
celui obtenu par un dosage classlque des lipldes (cholest6rol et triglycerides) . , 

Les particules de Hpoprot6ine contiennent g6n6ralement au moins une apolipoproteine assoctee aux lipides 
constituent lesdites particules. 
20 Certaines particules de HpoprdtSlne sont consld6r6es comme ath6rog6nes, hotamment ceiles contenant de 
I'apoB, alors que d'autres sont consld6r6es comme non ath6rog6nes et mdmes protectrices (particules 
contenant de PapoA). 

La lipoproteine(a) ou Lp(a) est une particule de lipoprot£lne particulidre qui fait partie des particules 
athSrogenes. D6couverte par Berg en 1963 (Acta Path. Microbiol. Scand., 1963, 59, 368 - 382), sa composition 
25 exacte a donne lieu pendant de nombreuses ann6es k des resuttats controversy. Eile a 6te consid6ree dans 
un premier temps comme un polymorphisme des LDL, notamment par sa composition en apoB. Actuellement, 
on connaTt mieux cette Hpoprot6ine. Sa copule prot6lque est compos6e d'une apoB liee par un ou plusleurs 
ponts disulfures k une ou deux glycoprot6lnes sp§cifiques (apo(a)) dont la structure primaire a ete recemment 
determinee. Sa composition lipidique est tres proche de celle des LDL. Bon nombre de ses aspects, 
30 gen§tiques, m6taboliques et pathologlques, commencent k §tre mieux connus, mais son rdle et sa fonction 
dans I'organisme demeurent encore obscurs. 

La lipoprot6ine Lp(a) d6slgne la particule Lp(a), eile contlent de l'apoprot6ine B-100 (apo B-100), de 
I'apoprotSine (a) (apo(a)) et un noyau central constltue de lipldes hydrophobes (esters de cholesterol (CE) et 
glyc6rides (G)) ; k la surface de ce noyau central, on trouve des phosphollpldes (PL), du cholest6rol Hbre (CL) 
35 et les apoprot6lnes pr6cit6es. L'apoprot6lne B-100 est commune aux LDL (Low Density Lipoproteins) et k la 
Lp(a) ; l'apoprot6ine (a) a une structure proche de celle du plasminogdne. 

Dans la suite du texte, on d6slgne par Lp(a) :B, la particule lipoprotSlque contenant de Papo(a) et de I'apoB ; 
on designe par LpAI:B, la particule contenant de I'apoAl et de I'apoB. la LpCIILB correspond k la particule 
contenant de I'apoCIII et de I'apoB, la LpAII.B correspond k la particule lipoproteinlque contenant de I'apoAII 
40 et de I'apoB et la LpE:B correspond k la particule contenant de PapoE et de I'apoB. 

Les techniques immunochimlques developp&es jusqu'd present ne permettent que le dosage d'apolipopro- 
teines et non de particules de HpoprotSlne. Or le dosage des apolipoprotefnes ne permet pas de pr6voir k quel 
type de particule elles sont assoctees. 
Les diff6rentes techniques antSrleures incluent notamment rimmunodiffusion, l'6lectrolmmunoessal, 
45 rimmunoephelom6trie, et les radioimmunoessals et I'ELISA. 

En ce qui concerne I'apollpoproteine A (apoAl ou apoAII), on peut citer en particulier la demande 
Internationale PCT WO-A-86 05493 au nom de SCRIPPS CLINIC AND RESEARCH FOUNDATION. 

En ce qui concerne la particule de lipoprot6lne (a), un certain nombre de m6thodes de recherche et de 
dosage de la Lp(a) one 6t6 propos£es. 
50 Parmi les methodes non-immunologlques de s6paration de la Lp(a) proposes dans I'Art antdrieur, 
l'§lectro-phordse sur gel de polyacrylamide donne les meiileurs r6sultats, toutefols, la sensibility de cette 
methode est faible et ne permet que la detection de concentrations 6lev6es en Lp(a). 

Les techniques immunochimlques d6veIopp6es pour ('analyse quantitative et qualitative, qui etalent bas6es 
sur Tutilisation d'anticorps polyclonaux h6t6rog£nes ou d'anticorps monoclonaux, presentent des reactions 
55 immunologiques crols6es avec le plasmlnogdne comme cela a et6 d6montr6 r6cemment 

Parmi les m6thodes de recherches immunologiques, on peut citer notamment, la technique d'immunodiffu- 
sion selon Ouchterlony (PROG. ALLERGY, 1958, 5, 1) dans laquelle I'antigdne et I'anticorps diffusent dans un 
gel d'agarose pour former un arc de pr6cipitatlon, est essentlellement une technique de depistage, de meme 
que la technique d'immuno6lectrophor§se qui en est une variante et que la m§thode d'immuno-electrosyne- 
60 rese. 

Les m§thodes de dosage Immunologiques sp6ciflques propos6es, immunodiffusion radiale selon MANCINI 
(Immunochem., 1965, 2, 235), 6lectrolmmunodiffusion selon LAUR ELL (Scand. J. Clin. Lab. Invest., 1972, 29S, 
124), im munon6ph6lom6trie, radiolmmunologle, utilisent des anticorps polyclonaux qui sont hdterogdnes de* 
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par leur origins et qui, par surcroft, requterent la mfse en oeuvre de processus preliminaires d 'adsorption pour 
eilmlner la reactivity crois6e avec TapoB, comme mentionn§e plus haut. 

La Demanderesse a mis au point une premiere m6thode de dosage de la Hpoprot6ine(a) par une methods 
d'lmmunolatex. Cette technique permet d'6viter certains lnconv6nients de Timmuno6pheiom6trie et de 
d*6lectro-immunodiffuslon tout en presentant une grande rapidity d'execution, une haute sensibility et uhe s 
importante 6conomie de r6actifs. 

Toutefois, cette m6thode a Tlnconvenlent de presenter 6galemsnt des reactions crois6es. 

Une technique de dosage immunoenzymologique utiiisant un anticorps anti-Lp(a) a egalement 6t6 
proposes (cf. DUVIC et Coil. J. LIPID. RES., 1985, 26, 540). II s'agit d'une methods comp6titivs qui consists a 
immobiliser I'antigdne sur un support solids et a mettre en comp6titlon cet antigens et Tantigens du serum 10 
avec un anticorps monoclonal LHLP-1. Toutefois, Tinconv6nlent majeur de cette m6thode est qu'il est 
nScessalre de pouvoir disposer de Lp(a) pure ; or; cette Hpoproteine est difficile k purifier et presents une 
certaine instability k T6tat pur, ce qui a conduit a abandonner ce type de dosage. 

La pr6sente invention s'est en cons6quence donnd pour but de pourvoir k un proc6d§ de dosage 
immunometriqus specifique des particules de lipoproteins, qui repond mleux aux n6cesslt6s de la pratique is 
que les proc6d6s proposes dans TArt anterieur, notamment eri ce qu'il permet sffsctivernent de quantifier les 
particules lipoproteiniques (a) et qu'il ne presents pas de reactions crois6es. 

La presents invention a pour objet une methods de dosaga immunometriqus de particules de lipoproteins 
comportant de Tapolipoproteine B (apoB) et au molns una autrs apolipoproteins, dans un fluids biologiqus, 
caract6ris6e en ce que lesdites particules ds lipoproteins sont misss sn pressncs ds dsux anticorps 20 
diff6rents, k savolr d'un premier anticorps cholsi dans le groups que comprend ies anticorps dirig6s contre 
une autre apolipoproteins que I'apoB complete et les anticorps dirig6s contre un fragment ou un 6pitops d6flnl 
de I'apoB, qui capture la particuls de lipoproteins a doser st d'un deuxidme anticorps anti-apoB complete, 
marque de manure appropri6s et en ce que la presence des particules de lipoproteins est reveiss par une 
technique convenable, notammsnt EIA, RIA, reaction d'agglutination, fluorim6trie. 25 

Sslon un mods ds miss sn oeuvre avantageux de le m6thode conforme a Tinvsntion, le premier anticorps 
est cholsi dans le groupe qui comprend les anticorps antiapoAl, Iss anticorps antirapoAII, les anticorps 
antiapoClil, Iss anticorps anti-apoE, Iss anticorps antiapo(a). 

Sslon uns disposition avantagsuss ds cs mods ds miss sn osuvrs, ledit premier anticorps est fmmobilisy 
sur un support solids approprie, notamment des plaques de mlcrotitration, des bilies et analogues. so 

Selon une autre disposition de ce mode de mise en oeuvre, ledit premier anticorps est un anticorps 
polyclonal. 

Selon encore uns autrs disposition ds cs mods ds mise en oeuvre, ledit premier anticorps est un anticorps 
monoclonal. 

Selon encore uns autre disposition ds cs mods ds miss sn osuvrs, Isdit premisr anticorps est un anticorps 35 
oligoclonal. 

On entend par anticorps oligoclonal, un melange d'antlcorps monocionaux. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux de la m6thode conforme A Tinvention, le dsuxteme 
anticorps est un anticorps polyclonal anti-apoB. 

Selon un autre mode de mise en oeuvre avantageux de la m6thode conforme k I'lnventlon, le deuxi6me 40 
anticorps est un anticorps monoclonal anti-apoB. 

Selon encore un autre mode de mise en oeuvre avantageux de la m6thode conforme a Tinvention, ledit 
dsuxl&me anticorps est un anticorps oligoclonal anti-apoB. 

Conform6ment k Tinvention, ledit deuxi&me anticorps est marqu6 par toute technique appropriee connue 
en sol, notamment k Talde d'un produit de marquage choisi dans le groupe qui comprend les enzymes, les 45 
substances fluorescentes, les substances radioactlves ou des bides de latsx appropr!6ss. 

La presence des partlculss ds lipoproteins sst alors r6v6ies soit par is d6vsloppement d ? une reaction 
colo/6e en presence d'un substrat de I'enzyme utilises, solt par la mesure ds la fluorsscsncs, soit par ia 
mesure ds la radioactivity ou solt par Is devsloppsmsnt d'une reaction d'agglutination. 

Conformemsnt k Tinvention, lorsqus Is premisr anticorps sst un anticorps antl-apo(a) st is dsuxldms 50 
anticorps sst un anticorps anti-apoB, la particufs d6tectee sst la Lp(a):B ; lorsqus Is premisr anticorps sst un 
anticorps anti-apoAl st Is dsuxiems anticorps sst un anticorps anti-apoB, la particuls d6tect6e sst la LpAI:B ; 
lorsqus Is premisr anticorps sst un anticorps anti-apoAII et Is dsuxi6me anticorps sst un anticorps anti-apoB, 
la particuls detectes est la LpAllrB ; lorsque le premier anticorps est un anticorps anti-apoCIII et le deuxi&me 
anticorps sst un anticorps anti-apoB, la particuls d6tsct6s sst la LpCillrB ; st lorsqus le premisr anticorps sst 55 
un anticorps anti-apoE st Is deuxieme anticorps sst un anticorps anti-apoB, ia particuls detectee est la LpE:B. 

La pr6sente Invention a 6galement pour objet des anticorps anti-Lp(a), caracterises en ce qu'ils sont 
constitu6s par des anticorps monocionaux sp6cifiques de Tapoprot6ine(a) (apo(a)) et en ce qu'ils presentent 
une grande affinite pour Tapoproteine(a), exprim6e par leur constants de dissociation, Ko, comprise entre 0.87 
x 10-1 1 M et 0,32 x 10-1°M. ^ 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, lesdits anticorps monocionaux sont 
obtsnus par clonage d'hybridomes resultant de la fusion de cellules myeiomateuses appropriees et de cellules 
spl6nlques murines immunis6es par un antigens constitu6 par uns Lp(a) d'origlne humaine, en mettant en 
oeuvre une technique de clonage appropriee et en ce que lesdits anticorps monocionaux sont des 
immunoglobulines de type IgGi. 65 
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La pr6sente Invention a, da plus, pour objet ('application de la m6thode de dosage Immunoenzymom6trique 
conforme k IMnvention au dfeplstage de rath6roscl6rose. 

La pr6sente invention a, en outre, pour objet un kit ou coffret, ou ensemble coordonne, pr§t & I'emptoi, pour 
la mise en oeuvre du proc6d6 de dosage de particules de lipoproteine et Implication dudit proc6d6 au 
5 d6pistage de rath6roscl6rose, caracteris£ en ce qu'il comprend : 

- des doses approprtees d'un premier anticorps choisl dans le groupe qui comprend les anticorps d!rig6s 
contre une autre apolipoproteine que I'apoB compete et les anticorps dlrig£s contre un fragment ou un 
epitope d6fini de I'apoB ; 

- des doses approprl6es d'un deuxieme anticorps anti-apoB complete, marqu6 de maniere appropri6e : 
10 - un serum standard ; 

- des quantit6s utiles de tampons appropri6s pour la mise en oeuvre de ladlte detection ; et 

- eventuellement des moyens de r6v6lation de la presence de particules de lipoproteine. 

Selon un mode de realisation du kit conforme k I'invention, le premier anticorps est choisi dans le groupe qui 
comprend les anticorps anti-apoAI. les anticorps anti-apoAII, les anticorps anti-apoCIII, les anticorps ami- 
rs apoE. les anticorps anti-apo(a) , les anticorps anti-fragment d'apoB et les anticorps antl-epitope d'apoB. 

Selon un autre mode de realisation avantageux du kit conforme k la presents Invention, le premier anticorps 
est immobilise sur un support sollde appropiie, notamment des plaques de microtitration, des billes ou 
analogues. 

Selon un autre mode de realisation du kit conforme k la pr6sente invention, ledit premier anticorps est un 
20 anticorps polyclonal. 

Selon encore un autre mode de realisation du kit conforme k invention, ledit premier anticorps est un 
anticorps monoclonal. 

Selon un autre mode de realisation du kit conforme k la pr6sente invention, ledit premier anticorps est un 
anticorps oligoclonal. 

25 Selon un autre mode de realisation, le deuxidme anticorps est un anticorps polyclonal anti-apoB complete. 
Selon un autre mode de realisation du kit conforme k IMnvention, le deuxieme anticorps est un anticorps 
monoclonal anti-apoB complete. 

Selon un autre mode de realisation du kit conforme k Invention, le deuxieme anticorps est un anticorps 
oligoclonal anti-apoB complete. 
30 Selon un autre mode de realisation avantageux du kit. le deuxieme anticorps est couple k un systeme 
enzymatique appropri6. 

Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, lorsque le deuxieme anticorps est couple k 
un systeme enzymatique, ledit kit comprend comme moyen de r6veiation de la presence de particules de 
iipoproteine, une quantite appropri6e de substrat convenable. 
35 Selon encore un autre mode de realisation du kit. le deuxieme anticorps est couple k une substance 
fluorescente appropri6e. 

En ce cas, la revelation est realises par detection de la fluorescence. 

Selon encore un autre mode de realisation du kit, le deuxieme anticorps est couple k des billes de latex. 

En ce cas. la r6v6latlon est r6alls6e par Papparitlon d'une reaction d'agglutination. 
40 Outre les dispositions qui precedent, Invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 
la description qui va suivre, qui se r6tere k des exemples de mise en oeuvre de la pr6sente invention. II doit dtre 
bien entendu, , toutefols, que ces exemples sont donn6s uniquement k tltre d'HIustration de I'objet de 
Invention, dont ils ne constituent en aucune maniere une limitation. 

45 Exemple 1 : Obtentlon des echantillons sangulns. 

Les echantillons de sang sont obtenus par ponction velneuse chez des donneurs sains k jeun et co!lect6s 
dans des tubes sous vide contenant de I'EDTA. Apr6s addition de conservateurs (concentrations finales : 
EDTA 0,27 mmol/l. acide aminocaproTque 0,9 mmol/l, chloramphenicol 0,6 mmol/l et glutathlon 0,3 mmol/l) et 
centrifuges pour s6parer les cellules du plasma. Les echantillons de plasma sont conserves k 4°C et dolvent 

50 etre utilises dans les 48 heures ou sont conge!6s k -20° C. 

Exemple 2 : Isolement et Purification des particules de Lp(a). 

Une fraction rlche en Lp(a) est iso!6e k partlr d'un pool de plasma Lp(a) + par ultracentrifugation, le plasma 
etant ajuste k une denslte comprise entre 1 ,06 -1 ,12 Kg/I par du bromure de potassium sollde, puis centrifuge 
55 deux fois 24 heures k 100 OOOxg et k 4°C dans une ultracentrifugeuse Beckman L8-70 avec un rotor 50 Tl. 
Pour la purification, une colonne de Sepharose CL 6B de dimension 100 x 2,6 cm est utilis6e. 
Apres 6talonnage k I'aide d'un kit de masse mol6culalre. on proc6de k la purification. 
La solution tampon dilution est compos6e de Tris 0,1 M. NaCI 0,15 M. Na 2 EDTA 1mM, pH 8.2. 
80 mg d'une fraction eniichle en Lp(a) par ultracentrifugation sont deposes. 
60 L'eiution est men6e k + 4°C avec un d6bit de 8 ml/h au deli de 24 heures. La collecte s'effectue par 
fractions de 5 ml. 

On filtre k travers un filtre miliipore 0,22 jim. Sur la figure 1, on a en abscisse le volume dilution en ml et en 
ordonnee la densite optique k 280 nm ; trois pics sont obtenus. 
Le pic 1 donne des arcs de precipitation contre des antiserums anti-Lp(a) et anti-apoB, le pic 2 uniquement 
65 contre Tantiserum anti-apoB (LDL) et le pic 3 contre PantiapoAl (HDL). 
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11 mg de Lp(a):B sont obtenus k partlr du pic 1. Ces partlcules de Lp(a):B puriftees contiennent 30 o/ 0 de 
prolines et 60% de llpldes. 

Exemple 3 : Preparation des antlcorps monoclonaux antl-apo(a) conformes k I'invenllon : 

A. Purification de l'apo(a). 

Une fraction de la Lp(a) enrichie conform6ment k I'exemple 2 est tralt6e comme suit : 

On dive la Lp(a) au niveau des ponts dlsuifures. dans un tampon Tris 10 mM NaCI 0,05 M NaaEDTA TmM et 
NaN 3 0,02 0/0 pH 7,6 par addition de dithlothreltol (DTT) sous forme solide et de manldre k obtenlr une 
concentration finale de 10 mM. 

Les solutions obtenues sont Incub6es k 37° C pendant trois Jours et dlalys6es pendant une huit k 4° C contre 
le m§me tampon sans DTT. 

La solution est alors chromatographi6e sur une colonne h6parine s6pharose (Pharmacia). Deux pics sont 
6lu6s, le premier pic correspond k l'apo(a) ; le deuxteme pic est une particule LDL-like. 

B. Production des antlcorps monoclonaux anti-Lp(a). 
1°) Immunisation : 

Des sourls miles Balb/C sont immunises par injection intrap6riton§ale de 100 \ig de Lp(a) m6lang6s £300 
pj d'adjuvant complet de Freund. Cette injection est r6p6t6e pour cheque sourls 21 jours aprds, mais avec de 
Padjuvant incomplet de Freund et alnsl de suite pendant 4 mois. Les sourls sont salgn6es pour v6rifier les 
r6ponses Immunologiques avant de proc6der k ('hybridation cellulaire. 

2°) Obtention des antlcorps monoclonaux : 

- Fusion : 

La souris r6pondant contre la Lp(a). ayant subi au pr6alable une injection lntraperiton6ale de rappel au jour 
J-10, puis une demure en intra-veineuse au jour J-3 est saign6e. L'immuns§rum est r6cup6r§. II sera alfquot6 
puis conge!6 afin de servlr de tSmoin positif lors du criblage. La rate de Tanimal est pr6lev6e. 

La rate, pr6lev§e st6rilement sur botte de P6trl, est dilac6ree. Les cellules spteniques obtenues sont 
fuslonnSes avec des cellules my6iomateuses SP2/0, au moyen de PEG-DMSO, selon le protocole d6crif par 
Kohler et Milsteln. 

Les proportions cellules spl6nlques/cellules my6lomateuses sont de 10. 

Aprds 6llmlnatlon du PEG, la totalit6 des cellules est reprise dans du milieu selectif HAT, et r§partie dans des 
boites de culture de 96 puits, k raison de 25 000 cellules par puits dans deux gouttes de milieu HAT. Les boites 
sont mlses k l-6tuve k 37° C en atmosphere humide et en pr6sence de 5% de dioxyde de carbone. 

Les cellules sont cultivees en pr6sence de milieu s6lectlf HAT, puis aprds 15 Jours en pr6sence de mi lieu 
HT, puis finalement en pr6sence de milieu A, Jusqu'& disparition des cellules my6lomateuses non hybrid6es. 
Les pults sont test6s par une technique de criblage immunoenzymatique. 

- Clonage : 

Les puits positifs sont clones par dilution limite. 

Une vlngtaine de puits de culture ont ainsl ktk d6tect6s. Trois puits pr6sentant une s6cr6tion 
d'lmmunoglobultnes dirig6es uniquement contre les LDL ont Sgalement 6t6 retenus. 

Les cellules s6cr6trices en culture sont mlses en suspension, puis un pr6Idvement est effectu6 et dllU& au 
1/10e dans un tube st6rile contenant du milieu A. On proc&de ensulte au comptage k Taide d'une cellule de 
Fuchs sur un pr6I6vement d'une dilution au 1/100e. Le nombre de cellules est ramen6 k 20 cellules par ml de 
milieu A. Les cellules sont ensulte repartles dans des boites de culture de 96 puits contenant des cellules 
p6riton6a!es de sourls (cellules nourricleres), pr6par6es 24 k 48 heures auparavant, k raison de 50 pJ par puits, 
soit en th6orle 1 cellule par 50 |xl. Les clones positifs antl-Lp(a) sont clones une seconde fols, voire une 
troisidme fois. Les clones positifs sont ensuite multiplies en masse puis conserves dans r azote llqulde ou mis 
en production d'ascfte. 

Sur une vlngtaine de puits en culture, produisant des antlcorps dirigds contre la Lp(a), seulement 4 clones 
stables ont pu Stre obtenus et conserves. Ce sont les clones K01 , K06, K07 et K09. A partir de ces clones, on a 
proc6d6 k la production de liquide d'ascite et enfin d'antlcorps monoclonaux. La classe de chaque antlcorps 
est d6termin6e par Immunodiffusion avec des Immuns6rums commerclaux sp6cifiques. Les quatres clones 
produisent des IgG, als6ment purifiabies par chromatographic sur prot6ine-A SSpharose. 

- Production de liquide d'ascite. 
Deux m6thodes ont 6t6 utilis&es : 

. Les cellules hybrides Issues d'un clone sont Inject6es Intra-peritonSalement chez des sourls Balb/C ayant 
re<?u 10 Jours auparavant 0,5 ml de pristane ; environ 5.10 6 cellules hybrides sont Inject6es par sourls. Les 
cellules sont prealablement Iav6es par du milieu Dulbecco afin d'eMiminer le s6rum de veau foetal. Ces souris 
ont 6t6 auparavant deprim6es du point de vue immunitaire par Injection de pristane, afin d*6Jiminer le risque de 
rejet. 
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Les cellules hybrides d6veloppent une ascite chez les souris ; ce llquide d'asclte est riche en antlcorps 
monoclonaux. 

La seconde methode est plus adaptee pour une production en masse. Dans une premiere etape, on 
developpe par injection sous-cutanee de 2 k 3.1 0 6 cellules, une tumeur dans un d6lai de 15 jours. Cette tumeur 
5 est le siege d*une multiplication cellulaire tres importante. Apres prelevement, la tumeur est broyee, les 
cellules sont lavees par du milieu Dulbecco puis injectees par vole intra-perltoneale k des souris BaJb/c non 
"pristanisees". Une tumeur peut permettre ('injection de 8 k 10 souris. Une autre souris etant dans le m§me 
temps injectee par vole sous-cutanee afin d'entretenlr le cycle de production. 

Dans les deux methodes, le liqulde d'ascite est recueilli puis centrifuge k 3000 tr/mn (10 mn), seul le 
10 sumageant est recueilli. L'additlon de 10" 4 M de PMSF permet d'inhiber Taction de proteases. Le stockage 
s'effectue k -20° C. Pour chaque clone K01, K06, K07 et K09 un volume Important de llquide d'ascite a ete 
recupere. 

3 : ) Purification des antlcorps monoclonaux : 

15 

- Precipitation au sulfate d'ammonlum 

Les ascites sont additionnees d'une solution de sulfate d'ammonlum k 50% (PA/). 
Deux precipitations successives sont effectuees. Une partie de I'albumine alnsi que I'hemogloblne sont 
ainsi elimines. Le dernier preciplte est repris dans un volume minimum de solution de chlorure de sodiurrt-0,15 
20 M et dialys6 une nuit contre la m§me solution. 

- Purification sur colonne d'afflnite 

La seconde etape est la purification proprement dite des IgQ par chromatographie sur proteins 
A-Sepharose. Une quantite optimale de proteines ressolubllisees est deposde sur une colonne equilibree par 

25 une solution tampon de phosphate de sodium 0,10 pM 8, puis Incubee au minimum 30 mn & temperature 
ambiante. La colonne est ensuite lavee avec la solution tampon d'equilibre puis eluee avec une solution 
tampon citrate-citriqre de sodium 0,1 M pH 3. Toutes les classes d'lgG sont eluees. L'eluat est tmmedlatement 
neutralise par une solution 1 M de phosphate di-potasslque (K2HPO4). La colonne est re6quilibree par le 
tampon initial. La fraction d'lgG est dlatysee contre une solution de PBS 0,1 M pH 7,2 avant stockage k -20° C. 

30 Les anticorps monoclonaux subissent un test raplde de specificite par la technique ELISA contre l*apo(a) , la 
Lp(a), les LDL et les HDL. puis sont caracteris6s et utilises pour le dosage immunoenzymatlque de la partlcule 
Lp(a). 

Le tableau I ci-apres montre le contrdle de specificite des anticorps monoclonaux anti-Lp(a) par ELISA 
directe : 

35 < 

TABLEAU I 



40 



45 







D.O. 


492 nm 




Ag 


AcM 


KOI 


KO6 


K07 


K09 


Apo(a) 




1.0 


1.1 


0.9 


1.1 


Lp(a) 




1.1 


1.5 


1.0 


1.4 


LDL 




0 


0 


0 


0 


! HDL 




0 


0 


0 


0 



Exemple 4 : Caracterlsatlon des antlcorps monoclonaux antl-apo(a) : Ieur aff Intte vis-a-vis de la Lp(a):B et 
du plasminogene. 

50 Ces anticorps montrent une reaction crolsee avec le plasminogene. 

Les constantes de dissociation ont et6 d6terminees comme decrit par FRIGUET et al. (J. Immunol. 
Methods, 1985. 77, 305-319). 0,1 ml d'anticorps (30 ng/m) de K07 ou de K09) sont incubes avec 0,1 ml de 
Lp(a):B ou de plasminogene A differentes concentrations. Apres 15 heures d f incubation a, la temperature 
ambiante. 0,1 ml du melange est transfere et Incub6 pendant deux heures & 37° C dans les puits de plaques de 

55 microtitration prealablement endultes avec de la Lp(a):B purifiee. L'anticorps lie est detecte k I'aide d'une 
immunoglobuline de lapin anti-sourls marquee k la peroxydase. La constante de dissociation Kd est calculee 
au moyen de I'equation de SCATCHARD. On observe des differences importantes entre I'affinite des anticorps 
monoclonaux K07 et K09 vis-&-vis de la Lp(a):B et du plasminogene. Les resultats sont presentes dans le 
tableau II cl-apres alnsi que sur la figure 2. 

60 
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TABLEAU II 





Ko 


Ag AcM 


K07 


K09 


K07 + K09 


Lp(a):B 


0,87 x 10-1 1M 


0,29 x 10"i°M 


0,32 x 10- 10 M 


Plasminogdne 


0,45 x KT 7 M 


0,47 x 


0,47x1O*M'. 



5 



La figure 2 repr6sente les constantes de dissociation calcul6es par liquation de SCATCHARD modlfl6e ; (a 10 
courbe 1 repr6sente la liaison de la Lp(a):B aveoun melange d'antlcorps monoclonaux antl-apo(a) (K07 + 
K09) et la courbe 2 repr6sente la liaison du plasminog&ne avec un melange d'antlcorps monoclonaux 
antl-apo(a) (K07 + K09) ; v correspond k la fraction d'antlcorps H6 et a k la concentration d'antlgfcne libre. 

Ces antlcorps monoclonaux anti-apo(a) pr6sentent une affinlte Importante pour J'apo(a). 

15 

Exempfe 5 : Preparation des antlcorps polyclonaux anti-apoB complete : 

Ces antlcorps sont pr6par6s chez le lapln, et la fraction IgQ est purifi6e par precipitation au sulfate de 
sodium sulvle d'une chromatographle d'affinite. 

Les antlcorps polyclonaux anti-apoB purifies sont coupI6s avec de la peroxydase de manidre k former un 
conjugue. 20 

Exemple 6 : Preparation de I'anticorps ollgoclonal anti-apoB complete. 

Les antlcorps monoclonaux contre I'apoB sont obtenus par fusion de cellules myelomateuses SP2/O et de 
cellules spienlques obtenues k partir de sourls Immunis6es avec des LDL Les antlcorps denommes B04, B05 9 
B06, B07, B18 et B19 sont sp6clfiques de I'apoB et ne r6agissent avec aucune autre proteine du plasma. Leurs 25 
epitopes sont localises sur les fragments de la thromblne T1/T3 de l'apo-B100. 

Le melange d'antlcorps monoclonaux anti-apoB sont couples avec de la peroxydase de manure k former un 
cohjugu6. 

Exemple 7 : Dosage fmmuno-enzymologfque seiectif de la partlcule Lp(a):B, le premier antlcorps etant un 30 
mdlange des antlcorps anti-apo(a) monoclonaux K07 et K09 (antlcorps ollgoclonal) et le deuxieme 
antlcorps etant un melange d'antlcorps monoclonaux (ou antlcorps ollgoclonal) anti-apoB (B04, B05, BOS, 
B07 t B18 v B19) f marque a la peroxydase. 

Le dosage Immunoenzymologique selon IMnvention utilise la technique sandwich d6crite dans le Brevet 
Hybrltech n° 24 87983 du 3 aoQt 1981. 35 

- Courbe d'etalonnage. 

Le standard primaire correspond k des partlcules de Lp(a):B conformes k I'exemple 2. exprimant des 
antigenes apo(a) et apoB (figure 3), est utilise pour etalonner un pool de 50 plasmas du commerce. La zone 
Hnealre de dosage de (a courbe standard s'etend de 0,06 k 0,40 ng/ml. La figure 3 repr6sente la courbe 40 
d'etalonnage des partlcules de Lp(a):B purifi6es et comporte en abscissa la concentration en antigenes en 
Hg/m! (partlcules de Lp(a) :B : courbe 3 ; plasminogens ou LDL : courbe 4) et en ordonnee rabsorbance k 492 
nm. La densite optique d'un 6chantillon n6gatif correspond k 0,050. 

- Dosage proprement dit : 45 
. des plaques de microtitration en polystyrene (Costar 3590) sont enduites la vellle au soir, k temperature 

amblante, avec 0,1 ml d'un melange d'antlcorps monoclonaux antl-apo (a) conforme k I'exemple 3 (melange 
d'antlcorps monoclonaux K07 et K09, dans un rapport molaire 1 :1), k une concentration de 20 \ig/m\ dans 0,1 
M de PBS ; 

. le pool de plasma^ standard est dilu6 de manidre k ce que la concentration en partlcules de Lp(a):B soit 50 
comprise entre 0,06 et 0,40 jig/ml et les 6 ch antHlons de plasma k dbser sont di!u6s au 2006me, au 8006m e et 
au 3 2006me dans du PBS-BSA 1Q/o ; 

. les plaques sont rincees 4 fois avec du PBS, avant d'additfonner 100 jxl d'6chantiilon ou de standard sur les 
parois des purts, I'incubation etant aiors poursulvie k 37° C pendant 150 mn ; 

. apres un rinpage avec du PBS, 0,1 ml de conjugue (antiapoB/peroxydase k 1 mg/mi) dilue au 1/1000 dans du 55 
PBS-BSA k 1 0/0, est ajoute et Incub6 k 37°C pendant 120 minutes ; 

. les puits sont k nouveau rinc6s avec du PBS, puis on ajoute 0,1 ml d'une solution d'un substrat de la 
peroxydase (0-ph6nyl6nediam!ne 3 mg/mi et H2O2 concentre 0,64 pJ/ml dans un tampon citrate-phosphate 0,1 
M, pH 5,6), qui au bout de 30 mn, k i'obscurite, developpe une reaction color6e. La reaction est Interrompue 
par I'addition de 0,1 ml de HCI 1 N et I'absorbance est d6termin6e k 492 nm. 60 

Exemple 8 : Sp6cm*cit6 du proced6 conforme a IMnvention vis-e-vis de la Lp(a):B. 
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a) Interference avec le plasminogens . 

La sp6cificit6 des anticorps a 6t§ etablie en mesurant I'affinite du melange d'anticorps monoclonaux 
anti-apo(a) K07 et K09 vls-a,-vis de l'apo(a) de la partlcule Lp(a):B et du plasmlnogene (exemple 4). 
Cependant, pour montrer la grande speciflcitS du proc6d6, II convlent d'etudler I'eventuelle interference du 
5 plasminogens. 

Pour estimer i'lnterference dans les conditions du procede de dosage conforms k ^invention, una Inhibition 
competitive est realises en presence de la Lp(a):B purifiee et du plasmlnogene purifie. Les essals de 
competition sont realises pour une concentration constante de Lp(a):B et une s6rie de concentrations 
differentes de plasmlnogene ; on ajoute et on incube 0,05 ml de Lp(a) k 0,06 mg/dl et 0.05 ml de plasmlnogene 
10 k des concentrations comprises entre 0.1 et 80 mg/dl k des puits prealablement enduits d'un melange 
d'anticorps anti-apo(a) K07 et K09. 

On determine ensuite la quantite de Lp(a):B Nee comme decrlt precedemment (voir exemple 7). 

La figure 4 represents reventuelle interference du plasmlnogene dans les conditions du procede conforme 
a invention de determination des particules de Lp(a):B. 
15 Les resultats sont exprimes par B (presence de plasmlnogene)/ B0 (absence de plasminogene). 

La figure 4 comporte un absclsse la concentration en plasminogene (mg/dl) et en ordonnee le pourcentage 
de particules Lp(a):B liees. Comme le montre cette figure, le plasmlnogene k haute concentration (40 mg/dl) 
pourrait Inhiber jusqu'd 56<Vb de la liaison de la Lp(a):B. Cependant k une concentration de 1,25 mg/dl, 
rinhibition est d'environ 18<Vo. Comme ce taux de plasmlnogene correspond generalement k la diiutiop au 
20 1/40 du plasma, qui contlent des taux de plasminogene relativement constants (47 ± 7 mg/dl) et comme dans 
la pratique on n'utilise que cette dilution pour la determination de taux plasmatiques tres faibles de Lp(a) :B ( < 
a 0,1 mg/dl), il apparaft que Interference du plasminogene est evife dans le procede conforme k I'inventlon. 

De plus, comme montre dans I'exemple 3, une difference nette est observes dans I'affinite des anticorps 
K07 et K09 pour la Lp(a):B et du plasminogene, figure 1. 

25 

b) Specificife des anticorps anti-apo(a) : comparaison avec le standard secondare par l'6tude de I'expression 
des epitopes reconnus par ies anticorps monoclonaux K07 et K09 sur les Lp(a) :B de differents plasmas et sur 
le standard secondare. 

Pour diminuer Teventuelle influence de Theterogenelfe de l'apo(a) sur I'expresslon d'un epitope, on utilise 
30 un melange d'anticorps monoclonaux K07 et K09. L'expression concomitante de ces epitopes est determihee 
sur dix plasmas differents ayant des concentrations en Lp(a):B comprises entre 1 et 40 mg/dl. La methods 
d'inhibition competitive telle que decrite dans I'exemple 4 permet egalement de determiner I'expression des 
epitopes des anticorps monoclonaux K07 et K09. Les pentes des courbes d'inhibition competitive sont 
similaires et exprim6es en fonction du loglt de B/Bo (anticorps H6/antlcorps libre) et sont comprises entre - 1.8 
35 et - 2.15 avec une valeur moyenne de - 2; la pente typlque d'un pool de plasma Lp(a):B est de - 2,05 (figure 5). 
Ces resultats suggerent que les epitopes K07 et K09 sont exprimes slmilalrement sur les Lp(a) de differents 
individus. 

La figure 5 comprend en abscisse la concentration en Lp(a):B exprlmee en tig/ml et en ordonn6e le logit de 
B/Bo. 

40 Pour determiner I'immunoreactlvite des Lp(a):B Indivlduelles, la Lp(a):B a 6t6 mesur6e dans dix plasmas 
ayant une concentration en Lp(a):B comprise entre 1 et 40 mg/dl. Les courbes EUSA obtenues, exprim6es 
par le logit de la densite optique k 450 nm, pr6sentent des pentes comprises entre 1,85 et 2,30 avec une valeur 
moyenne de 2.15. La pente du standard secondalre est de 2,12. 

Pour estimer la precision de Tessai, differentes quantltes de Lp(a):B purifees (5, 20, 50 jig) ont et6 ajoutees 

45 a trois plasmas presentant des taux differents en Lp(a):B (1, 10, 30 mg/dl). La precision est de 85 k 100 0/0. 

c) Etude de la rep6tab(lite et de la reproducibility du proc6d6. 

La precision de la m6thode a 6galement et6 explor6e en mesurant neuf plasmas dix fols sur la mdme plaque 
de microtitation, de maniere k obtenir le coefficient de variation (CV) Intra-essai (rep6tabilit6) (valeur moyenne 
50 de CV intra-essai « 4,7 P/b). Ces plasmas ont egalement ete testes trols Jours de suite de maniere k obtenir le 
coefficient de variation inter-essai (reproductlbllite) (valeur moyenne de CV Inter-essal « 9,6 0/0). 

L'effet du stockage k -20° sur les Lp(a):B plasmatiques a 6te etudi6 sur les m§mes neufs plasmas k des 
jours differents. Le coefficient de variation est de 9,8 o/ 0 . 

Les differents coefficients de variation sont faibles et montrent done la precision et I'lnferet du proc6d6 
55 conforme k I'lnventlon. 

Exemple 9 : Preparation des anticorps polyclonaux antl-apoCIII et antl-apoE. 

Des antiserums sont produits chez le lapin. 

Une purification preiiminaire des anticorps est r6aiisee par precipitation dans du Na 2 S04 et purification par 
60 chromatographic d'affinite utillsant I'antigene correspondant pur couple k du Sepharose 4B activ6-CNBr. 

Exemple 10 : Dosage immunoenzymometrique s6lectif de la partlcule LpCllhB, le premier anticorps etant 
un anticorps anti-apoCIII et le deuxieme anticorps etant un anticorps oligoclonal anti-apoB. 

96 puits de chaque plaque de microtltration en polystyrene sont Iav6s trois fois avec 0,1 M de PBS. 
65 Les plaques sont enduites avec des anticorps antl-apoCIII. Chaque puits est endult avec 0,1 ml de solution 
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d'antlcorps par Incubation pendant una nult a. temperature amblante. 

Apres lavage des plaques endultes quatre fals avec du PBS 0.1 M, 0*1 ml d'echantlllon a. doser oq de 
standard sont ajoutes, puis on incube 2 heures k 37°C. Lqs plaques, sont k nouveau lavees et 0,1 ml 
d'antlcorps antl-apoB est ajoute dans chaque pults, puis on Incube 2 heures k 37° C. Les plaques sont lavees 
et s6chees par aspiration. Puis 0,1 ml d'une solution de substrat est ajoutee dans cheque puits et la reaction 5 
enzymatfque se developpe pendant 30 min k Pobscurite et k temperature amblante. La reaction est arretee par 
addition de 0,1 ml de HCI 1 Met les absorbances sont lues k 492 nm. 

Les concentrations optimales en anticorps pour 1'enduction est de 15 |xg/ml pour ranti-apoCIIL 

La dilution optimale pour te conjugue antl-apoB est de 174 000: 

Cette methode permet de doser des partlcules de LpCIII:B presentes dans un echantillon k des 10 
concentrations comprises entre 10 ng/ml et 200 ng/ml. 

Exemple 11 : Dosage Immunoenzymom^trtqueselectlf de la partlcule LpE:B, le premier anticorps etant un 
anticorps anti-apqE Immobilise et le deuxtema anticorps etant un anticorps oligoclonal antl-apoB, 

Le protocole eat Identiqu e k celui de i'exemple 1 0, le premier anticorps 6tant un anticorps antl-apoE . 15 
Le procede de dosage permet de doser des partlcules de LpE:B presentes dans un Echantillon k des 
concentrations comprises entre 20 ng/ml et 500 ng/ml. 

La figure 6 montre des courbes standards typlques tant pour les partlcules LpClII :B que pour les partlcules. 
LpE:B. Elle comporte en abscissa la concentration en apoB en ng/ml et en ordonnee, la densite. optique k 492 
nm. 20 
La courbe 1 correspond aux partlcules de LpClllrBet lacourbe 2 correspond aux partlcules LpE:B, 
Alnsi que cela ressort de ce qui precede, I'lnventlon ne se limite nullement k ceux de ses. modes de mlse en 
oeuvre, et d'appllcatlgn qui vlennent d'etre decrits de facon plus expllcite ; elle en embrasse au .contraire 
toutes les variantes qui peuvent venir k Tesprit du technicien en la matlere, sans s'ecarter du cadre, nl de la 
portee de la presents invention. 25 



Revendlcations 



1°) Methode de dosage immunometrique de partlcules de lipoproteine comportant de I'apollpopro- 30 
telne B (apoB) et au moins una autre apollpoproteine, dans un fluide blologique, caracterlsee en ce que 
lesdites partlcules de lipoproteine sont mlses en presence de deux anticorps differents, k savolr d'un 
premier anticorps choisi dans le groupe qui comprend les anticorps diriges contre une autre 
apollpoproteine que PapoB complete et les anticorps dirigds contre un fragment ou un epitope deflnl de 
i'apoB, qui capture la partlcule de lipoproteine k doser et d'un deuxleme anticorps anti-apoB complete 35 
marque de maniere appropriee et en ce que la presence des partlcules de lipoproteine est revelee par une 
technique appropriee , notamment El A, Rl A, reaction d'agglutinatlon, fluorimetrle. 

2°) Methode selon la revendlcatlon 1, caracterlsee en ce que le premier anticorps est choisi dans le 
groupe qui comprend les anticorps antl-apoAl, les anticorps antl-apoAII, les anticorps anti-apoClll, les 
anticorps anti-apoE et les anticorps antl-apo(a). 40 

3°) Methode selon la revendlcatlon 1 ou la revendlcatlon 2, caracterlsee en ce que ledit premier 
anticorps est immobilise sur un support sotlde approprie, notamment des plaques de microtitration, des 
billes et analogues. 

4°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 & 3, caraGterisee en ce que ledlt premier 
anticorps est un anticorps polyclonal. .45 

5°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 & 3, caracterisGe en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps monoclonal. 

4 6°) Method selon Tune quelconque des revendlcations 1 & 3, caracterlsee en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps oligoclonal, 

7°) Methode selon l-une quelconque des revendlcations 1 k 6, caracterlsee en ce que le deuxigme 50 
anticorps est un anticorps polyclonal anti-apoB. 

8°) M6thode selon Tune quelconque des revendlcations 1 a. 6, caracterlsee en ce que le deuxleme 
anticorps est un anticorps monoclonal anti-apoB. 

9°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 & 6, caracterlsee. en ce que ledit deuxleme 
anticorps est un anticorps oligoclonal anti-apoB. 55 

10°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 & 9, caracterlsee en ce que ledit deuxleme 
anticorps est marque par toute technique appropriee connue en soi notamment k I'aide d'un produit de 
marquage choisi dans le groupe qui comprend lea enzymes, les substances fluorescentes, les 
substances radloacttves ou des billes de latex appropriees. 

11°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 k 10, caracterlsee en ce que lorsque le 60 
premier anticorps est un anticorps anti-apo(a) et le deuxleme anticorps est un anticorps anti-apoB, la 
partlcule detectee est la Lp(a) :B. 

12°) Methode selon Tune quelconque des revendlcations 1 k 10, caracterlsee en ce que lorsque le 
premier anticorps est un anticorps anti-apoAl et le deuxleme anticorps est un anticorps anti-apoB, la 
partlcule dgtectge est la LpALB. 65 
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13°) M§thode selon Tune quelconque des revendications 1 £10, caract6ris6e en ce que lorsque le 
premier anticorps est un anticorps antl-apoAII et le deuxleme antlcorps est un anticorps anti-aooB la 
partlculed6tect§eestlal4»AII:B. h h . 

14°) M6thode selon Tune quelconque des revendications 1 k 10, caract6ris6e en ce que lorsque le 
premier anticorps est un anticorps antl-apoCIII et le deuxleme anticorps est un anticorps antl-aooB la 
particuled6tect6eestlaLpC!ll:B. 

15°) Methode selon Tune quelconque des revendications 1 k 10, caract6ris6e en ce que lorsque le 
premier anticorps est un anticorps anti-apoE et le deuxteme anticorps est un anticorps anti-apoB la 
particuledetect6eestlaLpE:B. * 

16°) Anticorps antl-Lp(a), caracterises en ce qu'ils sont constitues par des anticorps monoclonaux 
specifiques da l'apoprotefne(a) (apo(a)) et en ce qu'ils presentent une grande afflnitd pour 
I apoproteine(a), exprimte par leur constante de dissociation, Ko. comprise entre 0,87 x 10-"M et 0,32 x 
10~ 1 ^M; 1 

17°) Anticorps selon la revendlcation 16, caract6ris6s en ce qu'ils sont obtenus par clonage 
dhybndomes r6sultant de la fusion de cellules myelomateuses appropriees et de cellules spteniques 
murines immunls6es par un antlgene constltue par une Lp(a) d'origine humaine, en mettant en oeuvre 
une technique de clonage approprf6e et en ce que lesdits anticorps monoclonaux sont des 
immunoglobullnes de type IgQi. 

18°) Application de la melhode de dosage selon I'une quelconque des revendications 1 k 15 au 
depistage de I'atherosclefose. 

19°) Kit ou coffret, ou ensemble coordonn§. pr§t k I'emplol, pour la mlse en oeuvre du procSde de 
dosage de particules de lipoprot6ine selon Tune quelconque des revendications 1 k 15, et Implication 
dudit procede au depistage de I'athSroscterose selon la revendlcation 18, caracteris6 en ce qu'il 
comprend : 

- des doses appropitees d'un premier anticorps choisl dans le groupe qui comprend les anticorps dlrtgSs 
contre une autre apolipoproteine que I'apoB complete et les anticorps dirlg6s contre un fragment ou un 
epitope d6fini de I'apoB ; 

- des doses appropriees d'un deuxteme anticorps anti-apoB complete, marqu6 de maniere approprtee • 

- un serum standard ; * 

- des quantites utiles de tampons appropries pour la mlse en oeuvre de ladite d6tectlon ; et 

- eventuellement des moyens de r6v6latlon de la pr6sence de particules de lipoproteine. 

20°) Kit selon la revendlcation 19, caracteris6 en ce que le premier anticorps est cholsi dans le groupe 
qui comprend les anticorps anti-apoAl, les anticorps anti-apoAII, les anticorps antl-apoCIII, les anticorps 
anti-apoE. ies anticorps anti-apo(a), les anticorps anti-fragment d'apoB et les anticorps anti-6DitoDe 
d'apoB. 

21° ) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 et 20, caract6ris6 en ce que le premier anticorps 
est immbbiHs6 sur un support sollde approprte, notamment des plaques de microtitration, des billes ou 
analogues. 

22°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 k 21, caracterise en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps polyclonal. 

23°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 a. 21, caract6ris6 en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps monoclonal. 

24°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 k 21, caracterls6 en ce que ledit premier 
anticorps est un anticorps oligoclonal. 

25°) Kit selon la revendicatlon 23 ou la revendlcation 24, caracterls6 en ce que ledit premier anticorps 
monoclonal est un anticorps selon la revendlcation 16 ou la revendlcation 17. 

26°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 £ 26, caracterise en ce que le deuxfeme 
anticorps est un anticorps polyclonal anti-apoB complete. 

27°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 k 25, caracteris6 en ce que le deuxleme 
anticorps est un anticorps monoclonal anti-apoB complete. 

28°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 k 25, caracterlsS en ce que le deuxieme 
anticorps est un anticorps oligoclonal anti-apoB complete. 

29°) Kit seion Tune quelconque des revendications 19 k 28, caracteris6 en ce que le deuxleme 
anticorps est coupte k un systeme enzymatique approprie. 

30°) Kit selon la revendlcation 29, caracteris6 en ce que lorsque le deuxteme anticorps est coupl6 k un 
systeme enzymatique, ledit kit comprend comme moyen de r6v6latlon de la pr6sence de particules de 
lipoproteine. une quantity appropri&e de substrat convenabfe. 

31°) Kit selon I'une quelconque des revendications 19 k 28, caracteris6e en ce que le deuxleme 
anticorps est coupI6 k une substance fluorescente approprtee. 

32°) Kit selon Tune quelconque des revendications 19 k 28, caracterise en ce que le deuxteme 
anticorps est couple k des billes de latex. 
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